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Einfachet in-vivo Nachweis Barbiturat-induMerter Hydroxylasen
mit Hilfe von Tritium-markierten Steroiden als Indikatoren1)
Von M. WENZEL, G. KÖSTER und JUTTA HÖNICKE
Biochemische und Isotopen-Abteilung, Pharmazeutisches Institut der Freien Universität Berlin
(Eingegangen am 23. Dezember 1969)
In dieser Arbeit wird ein allgemein anwendbarer in-vivo Nachweis für Hydroxylierungen beschrieben, der auf einer Analyse des Tritium-
Anteils im Köijperwasser nach Injektion geeigneter Tritium-markierter Substrate beruht. Damit wird das Prinzip der Stoffwechsel-
labileü Tritium-Markierung auf eine neue Reaktion angewendet. Als Versuchstiere dienten Ratten, bei denen durch Gabe von Pheno-
barbital die Bildung von Hydroxylasen induziert werden kann. Nach Injektion von östradiol-[6,7-3H] oder Testosteron-[7-3H] findet
man bei männlichen und weiblichen Ratten nur einen sehr geringen Anteil der injizierten Aktivität (2—3%) im Körperwasser der Tiere
als Tritiumwasser.
Nach Vorbehandlung der Tiere mit Barbiturat steigt dieser Anteil bei Weibchen auf das 5 fache und bei Männchen auf das 4fache der
Kontrollwerte. Unter gleichen Versuchsbedingungen steigt die HTO-Bildung bei Äthinylöstradiol-[6,7-3H] von 0,8 auf 3%.
i Dieser Effekt wird auf die Induktion von Hydroxylasen nach Phenobarbital-Vorbehandlung zurückgeführt. Anwendungsmöglichkeiten
I dieser in-vivo Methode werden diskutiert.
The simple in vivo determination of barbiturate-induced hydroxylases with the aid of tritium-labelled steroids
A generally applicable in vivo method is described for the determination of hydroxylation. It is based on an analysis of tritium in the
body water, following the injection of suitable tritium-labelled substrates; thus the principle of metabolically labile tritium is applied to a
new reaction. The experimental animals were rats, in which the administration of phenobarbital can be used to induce the formation of
hydroxylases. After the injection of oestradiol-[6,7-3H] or testosterone-[7-3H] into male of female rats only a very small proportion of the
injected activity (2—3%) is found as tritium water in the body water of the animals.
After pretreatment of the animals with barbiturate, this proportion increases Sfold in females and 4fold in males compared with the
control values. Under the same experimental conditions, the formation of HTO from ethinyloestradiol-[6,7-3H] increases from 0.8 to
3%.
This effect is attributed to the induction of hydroxylases by the treatment with phenobarbital. Possible uses for this in vivo method are
discussed.
I
Die Wirkung vieler Arzneimittel wird durch deren Ab- körperfremden Substanzen z. B. Barbituraten induziert
baugeschwindigkeit im Organismus bestimmt. Von einer werden (7).
Anzahl von Pharmaka ist bekannt, daß sie — bei mehr-
maliger Applikation — die Bildung Arzneimittel-abbau- et o i
ender Enzyme in der Leber induzieren (1). So führt Versuchstiere
beispielsweise Barbiturat-Vorbehandlung ZU einer ent- Es wurden männliche und weibliche Wistarratten eigener Zucht
sprechenden Induktion von Hydroxylasen und dadurch verwendet. Die Gewichte lagen zwischen 150—280 g. Die Tiere
r i·, . A I v j - D I . · erhielten „Altromin" Standardfutter und Wasser ad libitum,einerseits zu einem beschleunigten Abbau des Barbitu-
rats selbst (2) und andererseits zu einer verstärkten In- Radioaktive Steroide
aktivierung anderer Arzneimittel im Organismus (3). Als Indikatorsubstanzen für die Anwesenheit Arzneimittei-
Diese Zusammenhänge sind fast ausschließlich durch induzierter Hydroxylasen wurden die radioaktiven Steroide:
~. , · j · · · -D · * Östradiol-[6,7-8H] (415 mC/mMol), Testosteron-[7«-3H] (520 mC/
Tierversuche, vorwiegend mit in-vitro Experimenten mMo])> ̂ ^^,^ und Äthinyl-
erschlossen worden. Einblicke in diese, für die Chemo- nor-testosteronacetat-[7-3H] (780 mC/mMol) verwendet. Alle
therapie wichtigen Reaktionen in der Humanmedizin radioaktiven Steroide stammen von der Firma Schering AG,
sind erschwert durch das Fehlen eines einfachen Verfah- Berlin. Sie wurden jeweils in 0,3 m/ Äthanol gelöst i. m. injiziert,
rens zum Nachweis der vermehrten Bildung Arznei- Jedes Tiei erhielt etwa 5~15 ̂  mit 10~20 <*C'
mittel-abbauender Enzyme nach Arzneimittelbehand- Vorbehandlung
lung in-vivo. Die mit Phenobarbital vorbehandelten Tiere erhielten zwei Tage
In der vorliegenden Arbeit wird ein Analysen-Prinzip lang zweimal täglich 40 mg/kg Phenobarbital. Das Phenobarbital
• 1 1 . 1 - 1 · T T J i ;«_ wurde als freie Säure in äthanolischer Lösung i. p. injiziert. Diebeschrieben, das den Nachweis von Hydroxylasen im £ - „ . , · u ... A , · . \ .* ' A- ^9 1 - T n - i Kontrolltiere erhielten über den gleichen Zeitraum die ent-
lebenden Versuchstier und auch beim Menschen ge- sptcphenden Gaben des Lösungsmittels. Bei einer anderen Ver-
stattet. Das Verfahren beruht- auf der Anwendung des suchsgruppe weiblicher Ratten (Stamm: Osborn-Mendel) wurde
von uns bereits früher aufgezeigten Prinzips der Stoff- 5 Tage lang einmal täglich mit 5 mg/kg Phenobarbital-Na vor-
wechsel-labilen Tritium-Markierung (5, 6), hier auf behandelt.
Hydroxylierungsvorgänge bei Steroiden. Diese Steroid- Messen der HTO-Bildmtg im Körperwasser
hydroxylierungen werden nämlich bevorzugt durch Den Phenobarbital-vorbehandeltcn Tieren wurde meist am 5.,
solche Enzyme hervorgerufen, die durch die Gabe von z. T. am 6. Tag nach Versuchsbeginn, oder zum angegebenen
*) Diese Arbeit enthält teilweise Auszüge der unveröffentlichten Dissertationen von G. KÖSTER und JUTTA HÖNICKE.
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Zeitpunkt, das radioaktiv markierte Steroid injiziert. Anschließend
\vurden jeweils zwei Tiere in einen speziellen, luftdichten Käfig
gesetzt, durch den getrocknete Luft geleitet wird. In einer Kühl-
falle wurde dann das von den Tieren exspirierte Wasser konden-
siert (5) und dessen spezifische Aktivität (juC/m/) im Flüssig-
Szintillationszähler gemessen. Durch Hochrechnung auf das
gesamte Körperwasser wurde der HTO-Anteil und damit die
Hydroxylierung im Gesamtorganismus in Prozent der injizierten
Aktivität bestimmt. Für den Körperwasseranteil der Ratten wurden
68% des Körpergewichtes eingesetzt.
Ergebnisse
Injiziert man Ratten Östradiol-[6,7-3H] oder Testo-
steron-[7-3H], so erscheint erwartungsgemäß nur eine
sehr geringe Tritium-Aktivität (etwa l—3%) im
Körperwasser der Tiere (5, 8), da das Tritium bei beiden
Hormonen stabil im Molekül gebunden ist (vgl. Kon-
trollen in Abb. l und 2) und die Steroide selbst
nicht ins Atemwasser übertreten. Eine zweitätige Vor·-
behandlung mit Phenobarbital (zweimal täglich 40 mg/
kg) führt zu keinem Anstieg des HTO-Spiegels im
Körperwasser der Versuchstiere, wenn die Tritium-
markierten Steroide am 3. Versuchstag injiziert werden.
Dagegen wurde nach einer zweitägigen Vorbehandlung
der Tiere mit Phenobarbital (1. und 2. Tag des Ver-
suchs) am 6. Tag nach Versuchsbeginn bei Injektion
von Östrao!iol-[6,7-3H] ein sehr starker Anstieg des
HTO-Spiegels im Körperwasser der Versuchstiere ge-
funden. So erscheint bei männlichen Ratten 5 Stdn. nach
Injektion des radioaktiven Östradiols etwa das 4fache
und bei weiblichen Ratten etwa das 5 fache des HTO-
Gehaltes der Kontrolltiere im Atemwasser (Abb. 1).
Den gleichen Effekt der Phenobarbital-Vorbehandlung
erhält man mit Testosteron-[7-3H] als Indikatorsub-
1 3 4 5 6
Zeit noch Steroidinjektion \/fdn^\
Abb. l
HTO-Bildung in Ratten nach Injektion von östr*diol-[6,7-3H] ohne
(^ = 9, o = cf) und nach (^ = Q, . = tf) Barbiturat-Vor-
behandlung (n = 3)
Barbiturat-Vorbehandlung: 2 Tage zweimal tgl. 40 mg/kg (l und
2. Tag des Versuchs)
östradiol-[6,7-8H]-Inj. und Radiospirometrie: am 5. Tag des Versuchs
Zum Zeitpunkt 5 Stdn. nach Injektion wurden Mittelwerte und
Extremwerte aufgetragen
1 2 3 4 B 6
Zeit nach Steroidinjektion \Stdn\
Abb. 2
HTO-Bildung in Ratten nach Injektion von Testosteron-[7«-8H] ohne
und nach Barbiturat-Vorbehandlung
Barbiturat-Vorbehandlung, Radiospirometrie und sonstige Bedingun-
gen sowie Zeichenerklärung wie in Abb. l
stanz. Auch hier wird — besonders bei weiblichen
Tieren — das an sich im Testosteron stabil eingebaute
Tritium in erheblichem Ausmaß labilisiert (Abb. 2).
Nach diesem positiven Ergebnis mit natürlichen Steroi-
den sollte untersucht werden, ob die induzierten Hy-
droxylasen auch auf in der Natur nicht vorkommende
Steroide ansprechen.
Als Indikatorsteroid diente zunächst Äthinylöstradiol-
[6,7-3H], das viele Ovulationshemmer als östrogene
Komponente enthalten. Der Versuch sollte außerdem
klären, zu welchem Zeitpunkt nach Vorbehandlung
das Steroid am stärksten hydroxyliert wird.
In%Abbildung 3 ist die HTO-Bildung in Ratten nach
Injektion.'-.von Äthinylöstradiol-[6,7-3H] ohne und nach
Vorbehandlung mit Barbiturat aufgetragen. Während
bei denv Kontrolltieren aus Äthinylöstradiol-[6,7-3H]
4% Stdn. nach Injektion nur 0,8% Tritium als HTO
freigesetzt wird, steigt dieser Wert nach Barbiturat-
Vorbehandlung. Den höchsten Wert der HTO-Bildung
mit 3% erhält man 2 Tage nach Absetzen des Barbitu-
rats (5. Versuchstag). Wird am 5. Versuchstag zusätz-
lich zum Indikatorsteroid nochmals Barbiturat (l 40
mg/kg) injiziert, so fällt die HTO-Bildung auf 1,2%
(Abb. 3).
Auch bei Äthinyl-nor-testosteron-acetat-[7-3H], der ge-
bräuchlichsten gestagenen Komponente von Ovula-
tionshemmern, konfite nach Barbiturat-BeJiandlung eine
erhöhte HTO-Bildung und damit Hydroxylierung fest-"
gestellt werden. Während bei männlichen Ratten als
Kontrolltiere nur 0,8% HTO 5 Stdn. nach Steroid-
injektion gefunden werden, erhält man nach Barbiturat-
Behandlung 2% HTO. Interessanterweise ist dagegen
bei Rattenweibchen nach Barbituratgabe keine ver-
mehrte HTO-Bildung mit Äthinyl-nor-testosteron-ace-
tat-[7-3H] als Indikatorsteroid nachweisbar.
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Abb. 3
HTO-Bildung in Rattenweibchen nach Injektion von Äthinylöstradiol-
[6,7-sH] in Abhängigkeit vom zeitlichen Abstand zur Barbiturat-
Vorbehandlung
Kontrollen: Schraffierte Säule (Mittelwert aus 3 Messungen mit
Extremwerten)
Barbiturat-




Radiospirometrie: am 4.—9. Tag des Versuchs. HTO-Werte 4,5 Stdn
nach Äthinylöstradiolinjektion.
Mittelwerte aus Doppelbestimmungen mit Extrem-
werten.
Gestrichelte Linie am 5. Tag zusätzliche Barbituratgabe (40 mg/kg)
Testosteron [7<x-3H]
Kontrolle 6. 7. 13.
Versuchstog
Abb. 4
HTO-Bildung in Ratten nach östradiol-[6,7-aH]-Injektion in Ab-
hängigkeit vom zeitlichen Abstand zur Barbiturat-Vorbehandlung
Kontrollen: Schraffierte Säule (Mittelwerte aus 5 Messungen mit
mittlerem Fehler des Einzelwertes).Barbiturat- -
Vorbehandlung: 5 Tage tgl. mit 5 mg/kg (1.̂ 5. Tag des Versuchs)
Radiospirometrie: Am 6., 7. und 13. Tag des Versuchs. HTO-Werte
2,5 Stdn. nach Östradiöl-Ihjektion.
Zu diesem Versuch wurden Osborn-Mendel Rattenweibchen mit einem
Tiergewicht von 140—170 g verwendet
Auch bei einer Vorbehandlung der Versuchstiere mit
wesentlich geringeren Dosen von Phenobarbital findet
man einen erhöhten HTO-Spiegel im Körperwasser
nach Injektion von Östradiol-[6,7-3H]. Entsprechend
den in Abbildung 3 niedergelegten Befunden mit
Äthinylöstradiol-[6,7-3H] und den Ergebnissen von HTO in der Leber
in-vitro Untersuchungen anderer Autoren (1), nimmt
auch hier die HTO-Bildung mit zunehmender Zeit-
differenz zwischen Ende der Barbiturat-Vorbehandlung
und Injektion der Indikatorsteroide ab (Abb. 4).
Diskussion
Unsere Kontrollversuche zeigen nur eine sehr gering-
fügige HTO-Bildung nach Injektion von Testosteron-
[7<x-3H], Östradiol-[6,7-3H], Äthinylöstradiol-[6,7-3H]
und Äthinyl-nor-testosteron-acetat-[7-3H]. Die Hydro-
xylierung an C7 und/oder Ce der injizierten Tritium-
markierten Steroide ist also sehr gering.
Dagegen findet man nach Vorbehandlung mit Barbi-
turat einen erheblichen Anstieg der HTO-Bildung, den
wir auf die bekannte Induktion von Steroidhydroxy-
lasen in der Leber der Versuchstiere nach Barbiturat-
gabe zurückführen. So werden nach Barbituratgabe
Östradiol und Testosteron innerhalb von 5 Stdn. bei
Weibchen zu 15—20% und bei Männchen etwa zu 10%
hydroxyliert. Bei den zwei in Ovulationshemmern ge-
bräuchlichen Steroiden tritt unter den gleichen Bedin-
gungen nur eine Hydroxylierung von 2—3% auf. Da
die hydroxylierten Hormone fast keine biologische
Aktivität mehr besitzen, bewirkt also die Induktion von
Hydroxylasen teilweise eine erhebliche, irreversible
Inaktivierung dieser Steroide.
Wie bei den von anderer Seite ausgeführten in-vitro
Untersuchungen (1) zeigt auch unsere Methode in-vivo,
daß die induzierten Hydroxylasen erst nach einer
gewissen Inkubationszeit nach Barbituratgabe nach-
weisbar sind.
Ebenfalls wie bei den in-vitro Untersuchungen (1),
werden einmal durch Barbiturat induzierte Hydroxy-
lasen durch nochmalige Barbituratgabe gehemmt (vgl.
in Abb. 3 die Werte am 5. Versuchstag). Steroid und
Barbiturat konkurrieren also um die induzierten Hy-
droxylasen. So läßt sich zwanglos die verminderte
HTO-Ausbeute bei Barbiturat-vorbehandelten Ratten
nach Östradiol-[6,7-3H] Injektion bei gleichzeitiger,
nochmaliger Barbituratgabe erklären.
Das Auftreten von Tritium im Atemwasser nach Injek-
tion der Tritium-markierten Steroide z. B. von Testo-
steron-[7-3H] erklären wir uns entsprechend dem fol-
genden Schema:
+ NADP+ -f HTO
O^ ^ N" "OH
7«^Hydroxytestosteron
Kreislauf HTO homogen im Körper-
wasser verteilt
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Da man aus dem Körpergewicht auf die Menge an
Körperwasser schließen kann, ist es mit dieser Methode
möglich, das Ausmaß der Hydroxylierung im Gesamt-
organismus zu bestimmen. Man ist nicht auf den Anteil
in den Körperausscheidungen beschränkt, wie es der
Fall wäre, wenn man die Hydroxylierung durch die
mühsame und stets unvollständige Isolierung der ein-
zelnen hydroxylierten Steroide aus Harn und Kot be-
stimmen wollte.
Bei Betrachtung der Absolutumsätze muß natürlich der Isotopie-
effekt berücksichtigt werden, der zu einem verlangsamten Umsatz
des Tritium-markierten Steroids gegenüber dem nicht markierten
Steroid führen dürfte. Für die hier gemessenen Effekte der Bar-
biturat-Vorbehandlung kann allerdings dieser Gesichtspunkt
außer acht gelassen werden, da wir stets den Umsatz von Tri-
tium-markierten Steroiden untereinander vergleichen (z. B.
Hydroxylierung von Testosteron-[7a-3H[ vor und nach Barbi-
turat-Behandlung).
Das Ausmaß der Hydroxylierung errechnet sich aus
folgender Formel:
pro ml Atemwasser · 100_
inj. Testosteron-[7-3H] pro ml Körperwasser = % Hydroxylierung
Dabei wird vorausgesetzt, daß bei der Einführung der Hydroxyl-
gruppe in Position 7 von den beiden an C7 gebundenen H-Atomen
stets das in -Stellung stehende radioaktive Wasserstoffatom sub-
stituiert wird. Das ist nach den Untersuchungen von CONNEY und
KLUTCH (7) sehr wahrscheinlich: Mit Lebermikrosomen von
Barbiturat-behandelten Rattenmännchen als Enzymquelle ent-
steht bei der Hydroxylierung von Testosteron hauptsächlich 7 -
Hydroxytestosteron.
Wenn wir annehmen, daß bei der Herstellung des
Östradiol-[6,7-3H] bzw. des tritierten Äthinylöstracfiols
keine der vier möglichen stereoisomeren Formen be-
vorzugt wird, sondern daß diese mit statistischer Wahr-
scheinlichkeit auftreten, so müssen wir bei der Applika-
tion von Östradiol-[6,7-3H] damit rechnen, daß bei der
Hydroxylierung nicht jeden Steroidmoleküls ein Tri-
tium-Atom im Wasser erscheint. Das bedeutet: Das
Ausmaß der Hydroxylierung an C6 oder C7 kann beim
Östradiol-[6,7-3H] größer sein, als wir es mit unserer
Methode nachweisen können. Wir erfassen also nur
Mindestwerte.
In-vitro Versuche von BREUER und Mitarbeitern (9) mit Ratten-
leber haben gezeigt, daß beim Östradiol sowohl eine Hydroxy-
lierung in 6 - als auch in 6 0-Position möglich ist.
Auch ist es beim Östradiol-[6,7-3H] nicht möglich zu
entscheiden, ob dieses Steroid Tritium an Position 6
und 7 abgibt, falls ein Dihydroxysteroid entsteht.
Nach den Ergebnissen unserer Versuche halten wir das
nicht für unwahrscheinlich, weil die Ausbeute an HTO
bei Gabe von Östradiol· [6,7-3H] deutlich größer ist als
bei Gabe von Testosteron-[7-3H].
Abschließend seien einige allgemeinere Gesichtspunkte
diskutiert: Das hier aufgezeigte Nachweis verfahren für
Hydroxylierungen innerhalb d^s intakten Organismus
ist eine Variante der Stoffwechsel-labilen Tritium-
Markierung (5) insofern, als das stabil in das Kohlen-
stoffgerüst des Steroids gebundene Tritium durch eine
Stoffwechselleistung aus dem Molekül entfernt wird.
Da aber diese Reaktion im Organismus unserer Ver-
suchstiere (aber auch beim Menschen) normalerweise
kaum, sondern nur nach Arzneimittel-Behandlung ab-
läuft, können wir hier nur von einer „bedingt Stoff-
wechsel-labilen" Tritium-Markierung beim Testosteron-
[7-3H] oder beim Östradiol-[6,7-3H] sprechen.
Die Methode ist prinzipiell zum in-vivo Nachweis einer
Vielzahl von Hydroxylierungsvorgängen geeignet, falls
die entsprechenden Tritium oder Deuterium2) markier-
ten Substrate zur Verfügung stehen.
Man beachte aber, daß die HTO-Bildung nur Hydroxy-
lierungen an dem C-Atom des betreffenden Moleküls
anzeigt, welches das Tritium-Atom trägt. Hydroxy-
lierungen an nicht Tritium-markierten Stellen des Mole-
küls sind dieser Spezifität wegen durch HTO-Bestim-
mung nicht nachweisbar.
Wie wir in früheren Untersuchungen gezeigt haben, ist
die Analyse von Körperwasserproben beim Menschen
durch Destillation von Harn- oder Blutproben ohne
Schwierigkeiten möglich (6). Daher ist das hier aufge-
zeigte Verfahren auch in der Humanmedizin anwendbar,
wo seine Vorteile besonders deutlich und Untersuchun-
gen über die gegenseitige Beeinflussung von Arznei-
mitteln besonders wichtig sind. Über derartige Ver-
suche wird an anderer Stelle berichtet.
Für materielle Unterstützung danken wir der Firma Schering A.G
Berlin.
2) Bei Deuteriunvmarkierten Verbindungen muß im Körper-
wasser der HDOGehalt bestimmt werden.
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